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  دهيچک
ص ي تـشخ  وشـوند  ي انسان محسوب مي براي واقعيها ز پاتوژناس يا پستينيرسيس و يلوس آنتراسي، باسيفي ت سالمونلايسه باکتر : هدف نه و يزم
س يا پستينيرسياه زخم و يعث سس با يلوس آنتراس ي حصبه، باس  يماري باعث ب  يفيسالمونلا ت .  است ياري بس تيز اهم ئها حا  هنگام آن  موقع و زود   به

ها  ين باکتريص ايک تشخي کلاسيها  روش.گردد يز استفاده مين يک نظاميولوژيعنوان عوامل ب ه بيع باکترن سه نويا. شود ي طاعون ميماري بسبب
 ـ در ين سـه بـاکتر  ي ـص همزمـان ا ي تـشخ ي براعي سرد وي جدي مولکوليصيک روش تشخي ي هي ارا  حاضر ي   مطالعه .ده است يچي و پ  يطولان ک ي

  .باشد يآر م  يس  ي پلکس پيواکنش مولت
 ـ ويهـا   ژنيبـررو  ) (Polymerase Chain Reaction, PCR  مـراز ي پل ـييره ايواکنش زنج : بررسيروش  سـالمونلا  invA,hpرولانس ي

 يژنـوم DNA  . و انجام شدي آر طراحي سي پلکس پي پلکس و مولتيونيس به صورت يا پستينيرسي plaس و يلوس آنتراسي باس Pa,chr،يفيت
 ـي حساسيجهت بررس.  استفاده شدPCRش ي آزما و مري پرا يژگي و يها جهت بررس   ير باکتر ياز سا   و رقـت  يت واکنش از دو روش شمارش کلن

  .ژنوم استفاده شد
 ـ مـورد نظـر تول  ي  است و محصولات با انـدازه   يمرها اختصاص ي استاندارد مشخص نمود که پرا     يها هين روش با سو   ي ا يبررس :ها افتهي  .دي ـد گردي

 ـکـدام از ا   هـر ي برايکلن  واحد۱۰ تا ۱ا ي ژنوم و    ي کپ ۱۰ تا ۱ قادر است    ن روش يکه ا  ت روش نشان داد   يس حسا يبررس  ـ  ين بـاکتر ي طـور   ههـا ب
  ون ترادف شـدند ييتعل آنتراکس يباس bp۱۰۸۳محصول جز  ه تمام قطعات بPCR جاد شده دريد محصولات ايي تايبرا. ص دهد ي تشخ ياختصاص

  .دي گردديي تايمي برش آنز۱۲۵ مريپرا آنتراکس با
 يهـا  ير بـاکتر يها از سا ين باکتريص اي جستجو و تشخينه برايع و کم هز يق، سر ي دق ي شده ابزار  ي طراح ن مطالعه روش  يبراساس ا : يريگ جهينت

  .کند ي فراهم ميستيوتروريها را در موارد ب ين باکتريص اي مختلف و جستجو و تشخيها ن سه عامل در نمونهيع ايص سريخانواده و تشخ هم
  .آر يس ي پلکس پيس، مولتيا پستينيرسي، يفيسالمونلا تس، يلوس آنتراسيص، باسيتشخ:  كليديواژگان

  
 مقدمه

س يا پـست ينيرس ـيس ويلوس آنتراس ـ ي، باس ـ يف ـيسالمونلا ت      
  شوند  ي شناخته مزا يماريب يها يباکتر A عنوان عوامل گروه  به
  
  
  
  

  
 يزا يماري انسان دارند و ب    ييزا يماري ب ي برا ييل بالا يکه پتانس 

  زايمـار ين عوامـل ب   ي مقابله با ا   ي برا . انسان هستند  ي برا يواقع
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 . برخـوردار اسـت    ياريت بس يع از اهم  ي و درمان سر   صيتشخ
 ـفوئيا تي عامل حصبه يفيسالمونلا ت   ـ  ي  ۱۶ش از يد اسـت کـه ب

 ۶۰۰ مبتلا و سبب حـدود       يمارين ب يون نفر در جهان به ا     يليم
 يها بـه اسـتثنا     سالمونلا ي  همه). ۱( باشد يهزار مورد مرگ م   

 در انــسان و يــيزا يمــاري کــه فقــط ســبب بيفــيســالمونلا ت
پستانداران و پرنـدگان      انسان، يباشد برا  ي م ي عال يها ينخست

ق آب،  ي ـت آن از طر   ين جهـت سـرا    يباشد به هم   يزا م  يماريب
مـار  يمدفوع و ادرار انسان ،پستانداران و پرندگان ب       ،ييموادغذا

 ـاه زخـم    يس .)۲( باشد يو آلوده م    ي عفـون  يمـار يا شـاربن ب   ي
س يلوس آنتراس ـ ين انسان و دام است که توسط باس       يمشترک ب 

 در تمام نقاط جهان مـشاهده    ي دام يمارين ب يگردد، ا  يجاد م يا
 يم از محـصولات دام ـ ير مـستف ي ـطـور غ   به يو باکتر  گردد يم

اه زخم به انسان   يل س يم توسط اسپور باس   يطور مستق  ا به يآلوده  
 ـ، ر ياه زخـم بـه چهـار شـکل پوسـت          يس. شود يمنتقل م  ، يوي
ل يــ بــه دلين بــاکتريــشــود ا يده مــيــت ديــ و مننژيگوارشــ
ژه آن که عبارت از داشتن اسپور، حـدت بـالا،         يات و يخصوص

 درصـدر عوامـل خطرنـاک       يريکـارگ  هد انبوه و ب   يسهولت تول 
 ـولوژي ب يها سلاح  ـوتروريک و ب  ي طـاعون  ). ۳( سم قـرار دارد   ي

 ي با باکتري است که به دنبال آلودگ يطرناک مهلک و خ   يماريب
). ۴( شود يجاد ميس در اغلب جوندگان و انسان ايا پستينيرسي
، فاقـد حرکـت و اسـپور    يل گـرم منف ـ  ي کوکوباس ـ ين باکتر يا
 ـ ري ـگ  همـه  يمرض ـطور معمـول بـه شـکل         باشد که به   يم ن ي ب

 از يمـار يعامـل ب ). ۵( شـود  ي مانند موش منتقل م ـ  يجوندگان
ژه کک به انسان قابل     يو  آلوده، به  يها تيتوپارازق گزش اک  يطر

 ـ خ يني بـه سـه شـکل بـال        يماريب). ۶و  ۷( انتقال است  ، يارکي
ن حالت  يدتري شد يفرم تنفس . شود ي ظاهر م  ي، تنفس يميسپتس

 ـ ب يمارين حالت از ب   يکند، ا  يجاد م ي را ا  يماري ب ينيبال ن يشتري
سان به انسان  از انيو به راحت ر را به همراه دارديم و موارد مرگ 

 ي بـاکتر  يشگاهي ـص آزما يتـشخ  يبـرا . )۸( قابل انتقال است  
  از کـشت خـون، مغـز   يک ـيني کليهـا  عامل حـصبه در نمونـه    

کــشت ادرار و  ســواپ رکتــال و کــشت مــدفوع و اسـتخوان، 

 ـ چـون الا   يگـر يشات د ين آزما يهمچن مونوفلورسـنت  يزا و ا  ي
اه ي عامـل س ـ   ييص و شناسـا   يتشخ). ۹و  ۱۰( گردد ياستفاده م 

 يزا يمـار يربي غيهـا  ليار بـه باس ـ  يل شـباهت بـس    يزخم به دل  
 يها شگاهير است و تنها آزمايگ در خاک مشکل و وقت  موجود

ن يو در ع باشند يق آن مي دق ييشرفته و مرجع قادر به شناسا     يپ
وان يـــن حــدت در ح يــي  متــداول تع يهــا  حــال در روش 

از به  ير بودن ن  يگ  است که علاوه بر وقت     ي ضرور يشگاهيآزما
 ـيسات و امکانات ا   يتاس  ـ ز يمن  خـاص کـار بـا عوامـل         يستي

 که بـا  ي افرادي را برا يخطرناک را دارد و مشکلات و خطرات      
ص يتـشخ  در). ۱۱( سـازد  ي فـراهم م ـ   ،کنند ين عامل کار م   يا

ــست  ــام ت ــاعون از انج ــل ط ــا عام ــي بيه ــييايميوش  ي، بررس
ــه باکتريحــساس ــصاصيت ب ــاژ اخت ــيوف ــهي، تلق ــات يح ح ب وان

ــآزما  اســتفاده ي اختــصاصيهــا طيو کــشت در محــ يشگاهي
 مناسـب  يهـا  گر در دسترس نبودن روش  ي، از طرف د   شود يم

 ممکـن  يصيها از مناطق آلوده به مراکز تشخ       انتقال نمونه  يبرا
 ـهـا    نـه  نمو يهـا، آلـودگ    است باعث خشک شدن آن     ا مـرگ  ي

، ي کشت بـاکتر    معمول چون  يها روش). ۱۲( ها گردد  يباکتر
 ـ را يها  روش  از يياستاندارد طلا   يص بـاکتر ي تـشخ يج بـرا ي

 ـولوژيج باکتري رايها ن روشي تمام ا باشد يم ر و ي ـگ ک وقـت ي
ق عامـل   ي ـع و دق  يص سـر  يجهـت تـشخ    رقابل اسـتفاده در   يغ
 ي مولکــوليهــا  کــه در روشيدرحــال). ۱۳( اســت يمــاريب
 ـ  ين گونه بررس  ياز به ا  يتوان بدون ن   يم م در يطـور مـستق   ههـا ب

 ـ وي عامـل عفـون    يي به شناسـا   ار کوتاه اقدام  ي بس يزمان رولان ي
 ـولوژي متـداول در حمـلات ب      يهـا   روش ،ني بنابرا .نمود ک و  ي

 ـ تشخيهـا  از به روشيو ن  فاقد ارزش بوده     يستيوتروريب  يصي
تـوان اقـدامات   باشـد کـه ب   ي کمتر از چند سـاعت م ـ ع در يسر

 ـا  را اعمـال نمـود، و  يمـار يوع بيش از   يريشگي و پ  يدرمان ن ي
 ـ ي تـشخ  يها شگاهي در آزما  ييا هها کاربرد گسترد   روش  يص طب

ک سبب يولوژيع عوامل بيص سري تشخييفقدان توانا . دز دار ين
 ـزان صدمات و تهد   ين عامل از نظر م    يده است که ا   يگرد ت داي

 ـدل تر بـه  طرناک و خييا  هسته يها هم سنگ با سلاح      وع يل ش ـي



   آر سي تشخيص همزمان با راه اندازي مولتي پلکس پي
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ــه منــاطق ديگــر و حتــي همــه   ). ۱۴(گيــري جهــاني باشــد  ب
  

   بررسيروش
 ـ ـص  به ها هيسو       ـدارد از آزما  ـورت استان  ـگاه رفر ــشي س ـان

 ـتهتهران  تو پاستور   يتسوزارت بهداشت و ان     ـ بـه دل   ه شـد،  ي ل ي
 ـ و ي  هي با سـو   يخطرات کار   ـاز سـوش غ   رولان  ي  ـر وي رولان ي

 ي واکسن دام ـي  هيا سو يشترن  س موسوم به ا   يلوس آنتراس يباس
 بـا   يچ تفـاوت  ي ه ـ يکـرب شناس ـ  ي که از نظـر م     دياستفاده گرد 

 از يکي صرفا فاقد ي از نظر مولکولي ول. ندارد ي وحش ي  هيوس
 ـيرولان اسـت و بـه جهـت ا        ي و يد ها يميپلاس  ي بـه جـا    يمن
. شود ي از آن استفاده ميصيشات تشخي در آزماي وحشي هيسو

 ـ جدا شـده از کردسـتان ا       ي  هيس سو يا پست ينيرسي يباکتر ران ي
ه شده يمار تهي جدا شده از ب يفي و سالمونلا ت   KIMموسوم به   

 عنوان  به کهييها نمونه. شگاه رفرانس وزارت بهداشتياز آزما 
ه يران تهيا ورپاست تويتسانشگاه ياز آزما استفاده شد يکنترل منف 

ح داده ي توض ۱ها در جدول     ه آن ي سو ي  شماره ست و يل .ديگرد
، بـافر،  MgCl2، )شرکت مـرک  (  از ييايميمواد ش . شده است 

در  .ديه گرد ي ته )ناژنيشرکت س ( از   Taqم  يدها و آنز  ينوکلئوت
سـاخت  (  Mastercycler Gradientق از دستگاهين تحقيا

 ـ يهـا   جهت چرخه  )شرکت اپندورف آلمان    اسـتفاده   ي حرارت
ا ي ـساخت شرکت پا  ( کوچک   ياز دستگاه الکتروفورز افق   . شد

ــافر يــو منبــع تغذ) مــشهد ()پــژوهش    TBEX0/5ه آن بــا ب
 ژل از دسـتگاه  يس ـجهـت برر  .جهت الکتروفورز استفاده شد

UVIdoc )   ساخت شرکتUVItec استفاده شـد   )سي انگل  .
 بانـد فرمنتـاز شـامل      جفت بـاز شـرکت       ۱۰۰ يمارکر مولکول 

   .باز استفاده شد جفت ،۱۰۰،۲۰۰،۳۰۰،۴۰۰،۵۰۰،۱۰۰۰
 بخش دو في بر اساس رديفي سالمونلا تيابر :مريپرا يطراح
سـاس ژن    برا قتي درحق يفي سالمونلا ت  يباکتر از ژنوم    ياساس

 ي آنتراکس بر اساس دو بخش اساس     يبرا ،hp  و invAهدف  
 ي، بـرا chr  وpA ،ل آنتـراکس ي ژنـوم باس ـ ي ل دهنـده يتـشک 

ل ي ژنـوم تـشک  يک بخـش اساس ـ ي ـسـاس  برا سيا پستينيرسي

توسـط شـرکت     و ي طراح pla،   عامل طاعون  ي باکتر ي  دهنده
 DNASIS يافزارهـا  و با اسـتفاده از نـرم      شد ساخته ناژنيس
)HITACHI,TOKYO,japon(           ،Blast، ۷۱/۶ 

Version وOLIGOر يشــباهت بــا ســا و نظــر ســاختار  از
 ـانتخـاب گرد    و ي مـشابه بررس ـ   يها سميکروارگانيم  .)۱۶( دي

 ـ تکثي  انـدازه قطعـه     ژنوم و  يمرها بررو ين مکان پرا  يهمچن ر ي
، ۳جـدول   در. ح داده شـد   يتوض۲ جدول   افته و ژن هدف در    ي

 .ق نوشـته شـد    ي ـن تحق يه در ا   استفاده شد  يمرهايسکانس پرا 
 براساس غلظت ذکر شده توسـط شـرکت         يافتي در يمرهايپرا

کومـول  ي پ ۱۰۰ با غلظت    يقيمر، در آب مقطر تزر    يسازنده پرا 
 ـتهاز آن غلظـت  کومـول  ي پ۲۰ه شده و سـپس رقـت     يته ه و ي

  . شدي گراد نگهداري سانتي  درجه۲۰ يجهت استفاده درمنها
ط يه شـده در مح ـ    ي ته يها يباکتر :DNA کشت و استخراج  

 ـع لور يط مـا  يمح ـ کشت جامد و    ي   درجـه  ۳۷ح و در    يا، تلق ـ ي
 عـلاوه بـر   . سـاعت کـشت شـد      ۲۴ تا   ۱۸مدت    بهگراد    سانتي
خــصوص  ســاختار و بـه  هـا از نظــر شـکل و   ي کلــونيبررس ـ

 ـ ن ييايوشمي ب يها  گرم، تست  يزي، رنگ آم  ي کلن يها يژگيو ز ي
 DNA عيشت ماتر از کيل يلي م۵ تا ۵/۱سپس از  .انجام گرفت

 ـاسـتخراج گرد  ) ۱۵( متـداول    يهـا   به روش  يژنوم  روش  .دي
از  يس ـ ي س۵/۱ن صورت انجام شد که ي به ا  DNAاستخراج  

 اپندورف ي   را داخل لوله   LBط  يمح  در ها ي باکتر  شبانه کشت
فوژ ي سـانتر  rpm ۵۰۰۰قه در دور    يدق ۵تا   ۳مدت   خته و به  ير

  لانـدا از   ۲۰۰ب  خته و به رسو   ي را دور ر   ييمحلول رو . ديگرد
قه ي دق۱۰مدت   کرده و به کاملا مخلوط، اضافه کردهSTE بافر

 2ز کننده   يتر بافر ل  ي ماکرول ۲۰۰. ميده يدر حرارت اتاق قرار م    
ــس SDSدرصــد  ــه سوسپان ــول را يب ــرده و محل ون اضــافه ک

م يتر استات سـد   ي ماکرول ۲۰۰. ميادشدت با ورتکس تکان د     به
  بـا قـه ي دق۵مدت  داده و سپس به بار تکان    ۱۰به لوله اضافه و     

ع يرسوب را از مـا  rpm ۱۰۰۰۰خچالدار در دور يفوژ يسانتر
 DNA ي کـه حـاو    يـي محلـول رو  . ميرد جدا ک  ييشفاف رو 
هم حجم محلـول    . شد تازه منتقل    ي   به لوله   است يکروموزوم
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قه ي دق۲۰ به مدت  رازوپروپانل اضافه و لوله   ي جدا شده ا   ييرو
را بـه   سـپس لولـه     . ميردکاد انكوبه   گر  ي سانتي   درجه -۲۰در  

 ۱۵۰۰۰rpm تا ۱۰۰۰۰ درجه و در ۴ يقه در دماي دق۱۵مدت 
 را دور   يـي فوژ محلـول رو   يبعـد از سـانتر    . ميردفوژ ک ـ يسانتر

قـه  ي دق۳۰ تا ۲۰خته و بعد از خشک شدن رسوب به مدت         ير
 لاندا آب مقطـر     ۱۰۰گراد در    ي سانت ي   درجه ۶۵ تا   ۶۰در فور   

 ۹۵ يقـه در دمـا    ي دق ۱۰مـدت    لول را بـه   مح. شدل حل   ياستر
 ۲سپس لولـه را بـه مـدت       . مياد حرارت د  گراد  ي سانتي   درجه

از محلـول شـفاف   فوژ کـرده و  يسانتر rpm ۱۲۰۰۰در قه يدق
   ).۱۵( دي استفاده گردPCR لاندا جهت ۵ ييرو

 يابي ـجهـت ارز   PCRواکـنش    :PCR پلکس   يانجام مولت 
 حجم استاندارد  ش در  واکن يط برقرار يبا شرا   و  هدف يها ژن
 ي ژنـوم  ي   از نمونه  کومولي پ ۱ مقدار. تر انجام شد  يکرولي م ۲۵
 ۴بـات منـدرج در جـدول    ي ترکي حـاو يهـا  ه شده به لوله   يته

 اپنـدورف قـرار   Master Cycler اضافه شده و در دسـتگاه 
 ي  مرحلـه که شامل    د،ي انجام گرد  PCRر  يگرفته و با برنامه ز    

 چرخه شـامل    ۳۰ و سپس    ۹۴ يدما قه در يدق ۷ چرخه   ۱اول  
مرها ي اتصال پرا  يدما   درجه ۵۵ قه،ي دق ۱ درجه   ۹۴سه مرحله   

 ۷ درجـه  ۷۲  دريي نهـا ي قه و مرحلهي دق۱ درجه  ۷۲قه،  ي دق ۱
آر ابتدا  يس ي پلکس پيقبل از انجام مولت   .قه صورت گرفت  يدق

 ـ يتک تک م    بعـد از نـه شـدند   يآر به يس ـ يزان مواد و مراحل پ
 ينـه بـرا   يط به يزان مواد و شـرا    ين م يتر بدست آوردن مناس   هب

نوشـته شـده    ۴ کـه در جـدول   يزانيم ،آر يس ي پ پلکس يمولت
 X ۵/۰  در ون،يکاس ـيفيلياتمام واکنش آمپ  پس از    .دست آمد  هب

 ـ ولت، الکتروفورز گرد   ۱۰۰ با ولتاژ    TBEبافر    ـنها در. دي ت ي
وم يدي ـت باند مـورد نظـر ژل آگـارز بـا رنـگ ات      يبه منظور رو  

 دسـتگاه   يتشو بـررو  سو پس از ش    دي گرد يزيآم  رنگ ديبروما
لازم به ذکـر اسـت کـه واکـنش     . دي گردي بنفش بررس  يماورا

پلکس يپلکس و هم مالت   يونيصورت    هم به  ي هر سه باکتر   يبرا
  .انجام شد

  تـياصـت آوردن اختصـدس ه بيراــب :تـياصـن اختصـيـيتع

 chr وpA ،يفــيســالمونلا ت invA ،hp يهــا  ژنيمرهــايپرا
 مـورد   يهـا  يص باکتر يجهت تشخ و ،اينيرسي pla آنتراکس و 

 ژنوم استخراج شده    يط فوق بررو  ي با شرا  PCRواکنش   ،نظر
   . انجام شدي کنترل منفيهايباکتر

 دو ، ازPCRت يزان حساسي ميجهت بررس :تين حساسييتع
   . استفاده شدDNAغلظت   ويروش شمارش کلون

 محـصول   يم ـيزبه دو روش بـرش آن      :PCRد محصول   ييتا
PCR ف محـصول  ي ـن رديي و تعPCR)  انجـام  )گنيسکانـس 

ــراکسيباســbp۱۰۸۳محــصول . شــد ت ي، کــه واجدســال آنت
ل ي به روش ذيميق برش انزيد، از طرباش يم  HindIIIبرش

م يتر آنزيکرولي م۱ ي حاوي ولهن صورت که به ليبه ا دش دييتا
HindIII   تر از محصول    يکرولي م ۵م، مقدار   ي و بافر آنزPCR 

 تريکرولي م۲۰ ييل به حجم نها  ياضافه شده و با آب مقطراستر     
 ي  درجـه ۳۷ يدمـا   سـاعت در ۲مدت  ن مخلوط به  يد و ا  يرس

ژل  تـر از آن در    يکرولي م ۱۰گراد قـرار گرفتـه و سـپس          يسانت
ر شده همراه بـا    ي محصولات تکث  ي  هيو بق  دي گرد يآگارز بررس 

 بـه شـرکت   ها براي سکانسينگ آن ي و عقب  يي جلو يمرهايپرا
  .مربوطه ارسال گرديد

 شامل سکانس حاصـل از      يافتي در يها فيرد :سکانس زيآنال
 بـا هـم   يپوشان دقت و هم   قطعه از نظر    هر R و F يمرهايپرا

  قطعات انتظار بـود  ي   اندازه يبا توجه به کوتاه   . دي گرد يبررس
 يي شناسـا  يبرا .داشته باشد   وجود يپوشان  هم ياديکه مقدار ز  

 ساخت شـرکت   DNASIS Ver2/6ي  برنامه ازيپوشان هم
 سـکانس  يل نوشـتار ي ـن شکل که فا يبد.  استفاده شد  يتاچيه

 Rمـر  ي سـکانس پرا  Reverse Complement باFمر يپرا
 به هم متصل و ALIGNد و با استفاده از برنامه       يسه گرد يمقا

.  هـر قطعـه حاصـل شـد        ي بـرا  يش آن سکانس اصل   يرايبا و 
بـا  ) BLAST2.2.9) ۱۶ ي  حاصـل بـا برنامـه       يها سکانس

 ـ گرد ييها شناسا  ها و تقاوت   سه و شباهت  يبانک ژن مقا   از . دي
سکانس حاصـل از    دو ي  سهيز جهت مقا  ي ن DNASISبرنامه  

 ـ م ييق با سـکانس مرجـع و شناسـا        ين تحق يا   زان شـباهت و  ي
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  ).۱۶(تفـــاوت نوکلئوتيـــدهاي دوســـکانس اســـتفاده شـــد 
  
  ها  افتهي

     Uniplex و Multiplex PCRاستاندارديه هاي سو : 
ها   نمونه ي بررس ي  جهينت ؛شود يده م يد ۱شکل   همچنان که در  

 پلکـس  يونيمرها به شکل يکه پرا نشان داد مري جفت پرا  ۴ با
 520,489,164 يهـا   پلکس چهـار بانـد بـا انـدازه         يو مولت 

 ،۱۲۹ مـر ي آنتـراکس بـا پرا  يها هي جفت باز را در سو     1083و
 F مــري بــا پراسيا پــستينيرســي ،T مــري بــا پرايفيســالمونلات

 ي، بررس ـ ۲ شـکل . جاد کرده است  ي ا ۱۲۵مر  يوآنتراکس با پرا  
مرها بـه شـکل   يمر را نشان داده که پراي جفت پرا۴ها با    نمونه

ــد بــا انــدازهي پلکــس و مــولتيونيــ  يهــا  پلکــس چهــار بان
 آنتــراکس يهــا هيســو  جفـت بــاز را در ۱۶۴،۳۷۳،۵۲۰،۱۰۸۳

س يا پـست  ينيرسي،  S12 مريپرا  با يفينلا ت  سالمو ،۱۲۹ مريباپرا
 .جــاد کــرده اســتي ا۱۲۵مــر يکس بــا پرا و آنتــراFمريبــاپرا

Multiplex PCR آر هـر سـه    يس ـ ي پلکس پي مولت۳ شکل  
 که ي مورد نظر را نشان داد به طور       يها يه استاندارد باکتر  يسو

 کـه    انجام گرفته اسـت    PCR يمر اختصاص يبا پنج جفت پرا   
ــورد  ــات م ــام قطع ــضور تم ــت ح ــشان داده اس ــار را ن    . انتظ

كـه   1,2,3 شکل   باتوجه به  :PCR بودن   ي اختصاص يبررس
ز يمرها را نيآر و پرا يس ي پلکس پي بودن مولتيج اختصاصيتان

 ي سـه بـاکتر    ي اختصاص يمرهايکه پرا  يطور  به ؛دهد ينشان م 
ــستينيرســي ــراکس، و ســالمونلا تيا پ ــ موريفــيس، آنت ــا ي وم ب

ــاکتر ــا يب ــتافيه ــلوکوکوي اس ــوس، ش ــونئيس اورئ ، يگلا س
نـوزا،  يس، سودوموناس آئروج  ي، انتروکوکوس فکال  ياکلياشرش

ا کـه بـه    يلا پنومون يا مارسسنز، کلبس  ي، سراش يتروباکترفرونديس
 قرارگرفتند کـه    PCR مورد   ، استفاده شدند  يعنوان کنترل منف  

 بودن ي اختصاصي ن نشان دهندهيجاد نکردند و اي ايج باند يه
   .مرهاستين پرايا

با دستگاه نـانو دراپ    غلظت ژنوم    ي  محاسبه :تين حساس ييتع
  نـانوگرم در ۷۵ معادل يژنوم DNAمشخص نمود که غلظت    

 ـ د ۴باشد همچنـان کـه در شـکل          يتر م يکروليم  ـي شـود،   يده م
 جفـت  ۵ژنـوم بـا    ۱۰-۴ مختلف تـا رقـت    يها  با رقت  يبررس

ت يدهد کـه حـساس     ي باند مناسب را نشان م     يمر اختصاص يپرا
 ـيار مناسب است و با توجه به ا  ي بس روش  ژنـوم  ينکه تعداد کپ
 نانوگرم است، در واقع هر نانوگرم ژنـوم   ۷۵  در ۵/۱ ×۱۰۷برابر

 ۱ت روش معادل    يجه حساس ينت در .باشد ي م ي کپ ۲×۱۰۶واجد  
 ، از ژنـوم را دارد     يک کپ ي يچون هر باکتر    است و  ي کپ ۱۰تا  

 .باشـد  ي م ـ ي بـاکتر  ۱۰ تـا    ۱ت روش معـادل     ين حساس يبنابرا
د ييجه را تاين نتيز اي نيت به روش شمارش کلني حساسيبررس
   .نمود

  
  هاي کنترل منفي مورد استفاده در اين تحقيق ليست باکتري: ۱جدول 

  نام ميکروارگانيسم  شماره سويه  محل تهيه
pasture Iran ATCC 25923 Staphylococcus areus 

 ATCC 9290 Shigella sonnei 
 ATCC 25922 Esherichia coli 
 ATCC 29212 Enterococcus faecalis 
 ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa 
 PTCC 1600 Citrebacter freundi 
 PTCC 1111 Serratia marcesens 
 ATCC 7881 Klebsiella pneumonia 
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  مشخصات پرايمرهاي استفاده شده در اين تحقيق:۲جدول 

 پروتئين اندازه محصول کروموزوم/ن، پلاسميدجايگاه ژ شماره پرايمر

S12-s13 373 کروموزوم سالمونلاbp  invA 

T489 کروموزوم  سالمونلاbp hp 

 آنتراکس 125/126
HindIII 

PXO1 1083 bp تيواجدسا pA  

 bp chr 164  کروموزوم آنتراکس 129-130

Yer اينيرسي pPst1 520 bp pla 

  
 اده شده در اين تحقيقسکانس پرايمرهاي استف: ٣جدول 

S12F:                          gta    ttg    ttg    att    aat    gag    atc   cg  
S13R:                         ata    tta    cgc   acg     gaa    aca   cgt   t            
Salmonella TF:          tgt   ccg   ctg     tct    gaa    gtc    atc                     
Salmonella TR:          atc    tca    ggc   aaa   ctc   aca    agg     g                 
Antherax 125:             tta    atg     cga    ttg    tct    acg     at                    
Antherax 126:            gat    caa      ttg    cga   ccg    tac   ttg    aa              
Antherax 129:             ccc   agg   ggg     aca     aac   gat   agc    tcc            
Antherax 130:             aac   gat    agc    tcc     tac     att    tgg     ag              
   
Yersinea YerF:           tgg      act    tgc   agg   cca    gta    tcg     c                

  
  PCR مقادير و ترکيبات استفاده شده در فرايند مولتي پلکس:٤جدول 

  مقدار  مواد  رديف
   پيکومول۶/۱۷    آب مقطر تزريقي   ۱
   پيکومولx ۱۰              ۵/۲    بافر   ۲
۳       Mgcl2mM        ۱پيکومول   
۴        dNTPmix (100mM each)  ۵/۰پيکومول   
   پيکومولF      ۱  پرايمر  ۵
   پيکومولR    ۱ پرايمر  ۶
۷       DNA    ۱پيکومول   
   يونيتTaq            ۲,۵انزيم         ۸
   پيکومول ۲۵   جمع            ۹

  
  
  
  
  
  
  
  
  





  
  

: ۲ ي  شمارهي خانه). ۵۲۰اندازه باند (Yerيرسينيا پستيس با پرايمر : ۱ ي اره شمي  ، خانهMultiplex PCR و Uniplexنتايج : ۱شکل 
 ۱۲۹ آنتراکس با پرايمر: ۴ ي  شمارهي خانه). ۴۸۹اندازه باند (Tسالمونلا با پرايمر : ۳ ي  شمارهي خانه). ۱۰۸۳ اندازه باند (۱۲۵آنتراکس با پرايمر 

، Yerآر با چهارجفت پرايمر اختصاصي يرسينيا پستيس سي  مولتي پلکس پي۶   شمارهي خانه. ولي وزن مولک۵ ي  شمارهي خانه). ۱۶۴اندازه باند (
  .کنترل منفي: ۷ شماره ي  خانه۱۲۹، آنتراکس Tسالمونلا ،۱۲۵آنتراکس 

  

  
  

  Yer نيا پـستيس بـا پرايمـر   يرسـي : ۱ ي خانـه  . جفت پرايمر نـشان داده اسـت  ۴ را با Multiplex PCR وUniplex ي نتيجه: ۲شکل 
سالمونلا : ۴ ي خانه ).۱۶۴ اندازه باند (۱۲۹آنتراکس با پرايمر : ۳ ي خانه). ۱۰۸۳اندازه باند  (۱۲۵آنتراکس با پرايمر :۲ ي خانه). ۵۲۰ اندازه باند( 

: جفت پرايمر اختصاصي که عبارت است از رآر با چها سي مولتي پلکس پي: ۶ي  وزن مولکولي خانه: ۵ ي خانه). ۳۷۳اندازه باند  (S12 با پرايمر
  .کنترل منفي: ۷ ي خانه. ۱۲۵ ، آنتراکس با پرايمرYer ، يرسينيا پستيس با پرايمرS12 ، سالمونلا با پرايمر۱۲۹ آنتراکس با پرايمر
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آر، باسيلوس آنتراسيس با  سي مولتي پلکس پي: ۱ ي خانه.  با پنج جفت پرايمر اختصاصي را نشان داده استMultiplexPCR نتايج :۳شکل 

، يرسينيا پستيس با )۴۸۹ باند ي اندازه( T، سالمونلا با پرايمر )۳۷۳ باند ي اندازه(  S12، سالمونلا با پرايمر )۱۶۴ باند ي اندازه( ۱۲۹پرايمر 
  کنترل منفي: ۳ ي وزن مولکولي خانه: ۲ ي خانه). ۱۰۸۳باند  ي اندازه( ۱۲۵، باسيلوس آنتراسيس با پرايمر )۵۲۰ باند ي اندازه( Yerپرايمر 

  

                       
   ب- ٤ الف                                               شکل-٤ شکل

  

                  



   آر سي تشخيص همزمان با راه اندازي مولتي پلکس پي
 

  ٩٢، خرداد و تير ٨٥ي  ، شماره٢١ي  ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني زنجان، دوره مجله

92 

   د-٤                               شکل ج                -٤شکل 

  
   ه-٤شکل 

 با جفت DNA، رقت سريال )الف- ۴ شکل)(۴۸۹ باند ي اندازه( سالمونلا تيفي T باجفت پرايمر DNAنتايج مربوط به رقت سريال : ۴شکل 
، رقت )ج- ۴شکل ) (۱۶۴ باند ي اندازه( آنتراکس ۱۲۹ر  با جفت پرايمDNA، رقت سريال )ب- ۴شکل )(۳۷۳ باند ي اندازه (S12/13پرايمر 

 يرسينيا پستيس Yer با جفت پرايمر DNAو رقت سريال ) د- ۴شکل )(۱۰۸۳ باند ي اندازه( آنتراکس۱۲۵ با جفت پرايمر DNAسريال 
-10 با رقت DNA. ۲ ي خانه. خالصنمونه ژنوم . ۱ ي خانه): لف وب۱- ۴شکل  (s12 وTسالمونلا با پرايمر  ). ه- ۴شکل )(۵۲۰ باند ي اندازه(

آنتراکس با پرايمر  .وزن مولکولي. ۶ ي خانه 4-10 با رقت .۵DNA ي خانه 3-10 با رقت  DNA. ۴، خانه 2-10 با رقت DNA. ۳ ي ، خانه1
 ي خانه): ه- ۴شکل )(۵۲۰داندازه بان (Yerو يرسينيا پستيس با پرايمر ) ج- ۴شکل )(۱۶۴اندازه باند  (۱۲۹،) د- ۴شکل )(۱۰۸۳اندازه باند ( ۱۲۵

۱.DNA ۳ ي خانه. وزن مولکولي. ۲ ي خانه.  خالص.DNA ۴ ي ، خانه1-10 با رقت .DNA ۵ ي ، خانه 2-10 با رقت.DNA 3-10 با رقت ،
 .4-10 با رقت DNA. ۶ ي خانه

  

  
  HindIII   توسط آنزيمPCR واکنش 1083bpبرش محصول : ۵شکل 

  
 آنتراکس با پرايمر Multiplex PCRتاييد محصول واکنش 

 توسط bp 1083نتايج حاصل از برش آنزيمي محصول  :۱۲۵
هاي   ، دوقطعه با اندازه   HindIIIآنزيم محدودالاثر برش دهنده     

696bp   386 وbp  ي درسـتي    شود که تاييد کننـده       حاصل مي



 نرگس صفري فروشاني و همكاران 

  ٩٢، خرداد و تير ٨٥ي  ، شماره٢١ي  شكي و خدمات بهداشتي، درماني زنجان، دورهي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پز مجله

93 

ي   مقايـسه  ).۵شکل  (محصول ايجاد شده توسط پرايمرهاست      
ــصول   ــرادف محــ ــاي PCRتــ    invAن  و ژ۱۲ پرايمرهــ

 و PCRاز بانک ژنرشته فوقاني سکانس حاصـل از محـصول           
  نوکلئوتيـدهاي  . باشـد   ي تحتاني سکانس ژن مرجـع مـي         رشته

ــاه   ــتتر در جايگ ــروف درش ــا ح ــاوت ب  ۲۳۳ و ۲۳۲، ۱۲۴متف
. ۲ ي  وزن مولکـولي، خانـه    . ۱ ي  خانـه  .ده اسـت  ي گرد مشخص

محصول هـضم    .۳ ي  خانه. PCR  ،1083bpمحصول واکنش   
محصول هـضم شـده     . ۴ ي  خانه. HindIIIط آنزيم   شده توس 

   HindIIIتوسط آنزيم 
  

  بحث
اندارد اسـتفاده شـد کـه     اسـت يهـا   از نمونه  ين بررس يدر ا      

ص ي قادر بـه تـشخ     يطور اختصاص  ه انتخاب شده ب   يمرهايپرا
م ي مستقي ن نمونهي و همچنين سه باکتريرولان ايژنوم عامل و

 ـ هم خانواده و     يها ي باکتر ري با سا  يگونه پاسخ  چيبوده و ه   ا ي
 وجود يکيني کلي  که ممکن است در نمونه يگري د يها يباکتر

 يمرهـا ي قطعـات پرا   ي  انـد و انـدازه     جاد نکرده ي ا ،داشته باشد 
ک چهار قطعـه بـا     ي است که امکان تفک    يانتخاب شده به نحو   

 جفت باز به سـهولت      ۱۰۸۳ ،۴۸۹،۵۲۰ ،۳۷۳ ،۱۶۴ يها اندازه
 درصد ۵/۱ تا  ۱رز ژل الکترفورز با غلظت       آگا يستم عاد يبا س 

 ـبا استفاده از ا   . وجود دارد  ع يص سـر  ين روش امکـان تـشخ     ي
ع ي سـر  PCR يهـا   مخلوط واکنش، انجام چرخه    ي  هيژنوم، ته 

جـه در  ي نتيو بررس ـ) ديوم برومايدي ماده اتيحاو(الکتروفورز  
 يهـا  روش در. قه وجـود دارد ي دق۹۰کمتر از   در UVدستگاه  
 اسـت کـه     يازمند زمان طولان  يص سالمونلاها ن  يخ تش ،متداول

 باشـد  ي م ـ ين باکتر يع ا يص سر ي لازم جهت تشخ   ييفاقد کارا 
در  ).۹( شـود  يع انجام م يار سر يص بس ين روش تشخ  ياما در ا  

 ـ ص عامــل ي جهـت تـشخ  PCRاز روش ق مـشابه  ي ـک تحقي
ر ين ساياسه ها و همچنير انتروباکتريک آن از سايحصبه و تفک 

 ـ که تنها    تفاده شده است  سالمونلاها اس   کـه   يک نـوع بـاکتر    ي
 امـا در  . قـرار گرفـت  ييناسا مورد ش ،همان عامل حصبه است   

 متفـاوت   يهـا  ر سه گونه مختلف از خانواده     يق اخ يروش تحق 
طـور    متفـاوت بـه    يني و بـال   ي ظـاهر  يهـا  ها با تفاوت   يباکتر

). ۱۷(  قرار گرفتييش مورد شناسايک لوله آزما  يهمزمان در   
 يمرهـا ي پرايف ـي سالمونلا ت يص مولکول يت تشخ ن جه يمحقق
 ـ بر اساس رد   يمختلف -tyv,flic  شـناخته شـده،    يهـا  ف ژن ي

d,flic-a,viaB,prt,spvCــ ــي را طراح ــدي و بررس   نمودن
 ـ ا حاضـر ق  ي ـق بـا تحق   ي ـن تحق يتفاوت ا ). ۱۸( ن اسـت کـه    ي

 قـرار گرفـت کـه زمـان بـر           ي مورد طراح  ي مختلف يمرهايپرا
 تنهـا   مـورد اسـتفاده    يهـا   ژن دشـوارتر اسـت و    هستند و کار    

 ينيبـال  يهـا  د از نمونـه   ي ـرولانس بودند که حتما با    ي و يها ژن
تـوان از   ي هـم م ـ  حاضرشيج آزماينتا اما در ،شونده  يتهآلوده  

 يماريص بي تشخيرولانس براير ويهم غ رولانس وي ويها ژن
 ـ ي با پـنج جفـت پرا  يک بررسيدر. استفاده کرد     بـر  يمـر مبتن

ــا ژن ــا  وviaB,fliC,tyv(rfbE), prt(rfbS) يه روش  ب
سـالمونلا بـوده   ص عامل ي قادر به تشخي پلکس به خوب  يمولت

ن يع ـ اد بـوده و در    ين روش ز  ي ا يمرهايتعداد پرا ). ۱۹( است
 با سـرعت متـداول      ي عاد PCRکار گرفته شده     هحال روش ب  

 ـ نيار مختلف ـ ي بس يها روش. است ص عامـل  يز جهـت تـشخ  ي
 اسـتفاده شـده     يطي و مح  ي دام يکيني کل يها نمونه آنتراکس در 

ازمنـد  يص ن ي استاندارد موجـود جهـت تـشخ       يها روش. است
ع يص سري لازم جهت تشخ  يي است که فاقد کارا    يزمان طولان 

 ي مختلف مولکول  يها از روش ). ۲۰-۲۲( باشد ي م ين باکتر يا
 ـ عامل آنتـراکس و تفک   يص باکتر ي تشخ يبرا ر يک آن از سـا ي

 ين روش بــراي امـا بهتــر .هــا اسـتفاده شــده اســت  لوسيباس ـ
 اسـتفاده از    يص عامـل آنتـراکس همـان روش مولکـول         يتشخ
ق مـورد اسـتفاده قـرار       ين تحق يآر است که در ا     يس يک پ يتکن

 ـار حي بساستفاده از فاکتور زمان کهبه علت   گرفت    اسـت  ياتي
 ي بــرايمــارين بيــموقــع و زود هنگــام ا ص بــهي تــشخيبــرا

صوص پخـش اسـپور      به خ  يماري شدن ب  يدمي از اپ  يريجلوگ
 مورد اسـتفاده قـرار      يکيولوژي ب يآنتراکس در هوا که در بمبها     

مطالعات   در ۱۹۹۳نباج و شوام در سال      يه). ۲۳-۲۸( رديگ يم



   آر سي تشخيص همزمان با راه اندازي مولتي پلکس پي
 

  ٩٢، خرداد و تير ٨٥ي  ، شماره٢١ي  ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني زنجان، دوره مجله

94 

س در تحـت    يا پـست  ينيرس ـي ي ژنـوم بـاکتر    ي بررس يخود برا 
 pla ژن   يمرهايکا از پرا  يقا و آمر  يا، آفر ي مختلف آس  يها گونه

قات يج تحقيفاده کردند و نتا   است ي باکتر ي قطع ييجهت شناسا 
ل به اهداف   ي جهت ن   در PCRها نشان دادکه انجام واکنش       آن

 ـ اپ يها ي و بررس  يماري ب ي و کنترل  يصيتشخ  قابـل   يولوژيدمي
ن است کـه روش     يش حاضر در ا   يتفاوت با آزما   .استناد است 

 ـ امـا تحق ؛آر است يس ي پلکس پيونيمورد استفاده تنها    ق مـا  ي
ــولت ــيروش م ــ ي پلکــس پ ــه باعــث   يس ــتفاده شــده ک آر اس

ــشخ ييجــو صــرفه ــورد اســتفاده و ت ــان و مــواد م ص ي در زم
). ۲۹(ها همزمان با هـم شـده اسـت     ي مختلف باکتر يها گونه

 ي باکتريي شناساي برا۱۹۹۹ز در سال يانگلتالر و همکارانش ن 
ــPCRعامــل طــاعون، روش  ــا روش تلق ــه حي را ب ــح ب وان ي

ها نشان دادکـه     قات آن يتحقج  ينتا. سه کردند ي مقا يشگاهيآزما
ــاکترييشناســا ــا روش ي ب ــل طــاعون ب ــا PCR عام ــه تنه  ن

وانـات  ي از ح  يل مقاومت برخ ـ  ي کاذب را به دل    يمشکلات منف 
 يکنـد بلکـه روش ـ   يجاد نم ـيس ا يا پست ينيرسي به   يشگاهيآزما

. باشـد  ي امکانـات و زمـان م ـ  ي نـه يمقرون به صرفه از نظر هز 
 يهـا  وش نـسبت بـه روش     ن ر ي ـجه گرفتنـد کـه ا     ين نت يبنابرا

ح بـه  ي و تلق ـيولوژي همچـون کـشت بـاکتر      يصيمعمول تشخ 
تواند  يتر است و م قيتر و دق ار حساسي بسيشگاهيوان آزمايح
ص، کنتــرل و مراقبــت يجهــت تــشخ ک روش مناســب دريــ
پلکس نسبت به    يروش مولت ). ۳۰( ديشمار آ   طاعون به  يماريب

 بلکه ؛باشد يتر م عيتر و سر نهي پلکس نه تنها کم هزيونيروش 
در . طور کامل حذف خواهـد کـرد       ز به ي کاذب را ن   يموارد منف 

، يف ـي سالمونلا تhp و   invA يها ق که بر اساس ژن    ين تحق يا
pA وchr    آنتراکس و pla يس انجام شد، تمـام    يا پست ينيرسي 

 يي خـود مـورد شناسـا   يمر اختصاصيها با توجه به پرا ن ژن يا
 ـبا توجه به پ . قرار گرفت   يهـا  عرصـه  م دري عظ ـيهـا  فتشري

تـوان   يم ـآر  يس ي پلکس پ يها مثل مولت   ن روش ي از ا  يمولکول
ن ي ـص اي از جمله تشخيص عوامل مختلف عفون يجهت تشخ 

س يا پـست  ينيرس ـيوم،  ي ـور م يفيسه عامل آنتراکس، سالمونلا ت    

 ـ  ي عامـل اساس ـ   .استفاده کرد   از روش   ي عمل ـ يريکـارگ  ه در ب
PCR مـر  ي پرا يطراح.  است ي اختصاص يمرهاي پرا يي شناسا

ن جهـت   يکه محقق ـ  است   ياري بس يها گاهي جا يازمند بررس ين
 از  ي مختلف ـ يها  مناسب از بخش   يها مر و پروب  ي پرا يطراح

  . موجود استفاده کردنديها يتوال
  

  نتيجه گيري 
آر   سـي        براساس نتايج اين تحقيق روش مولتي پلکس پـي        

ري سالمونلا تواند جهت تشخيص سريع و همزمان سه باکت  مي
تيفي موريوم، باسيلوس آنتراسيس ويرسـينيا پـستيس از سـاير     

هـا مـورد اسـتفاده قـرار      هاي مشابه يا هـم خـانواده آن      باکتري
هاي  گيرند، و با توجه به اينکه از اين سه عامل به عنوان سلاح      

توانـد    توان نام برد، ايـن مطالعـه مـي          ميکروبي و خطرناک مي   
ــشخيص ســريع، ــراي ت ــزاري ب ــراي اب    دقيــق و کــم هزينــه ب

ها در مواردي مانند عمليات بيوتروريستي و  رديابي اين باکتري 
اختصاصيت روش بـسيار    . هاي ميکروبي فراهم نمايد     يا جنگ 

که قادر است يک نـوع بـاکتري را در بـين             طوري  بالا است، به  
انجـام ايـن روش   . هزاران نوع باکتري متفاوت تشخيص دهـد  

طور همزمـان صـورت      هتوجه به اينکه ب   بسيار ساده است و با      
هاي متعدد جهت تـشخيص هـر   PCR گيرد نياز به انجام  مي

با توجه بـه تجـارب ده سـال         . باشد طور جداگانه نمي   هعامل ب 
هاي انجام شـده   گذشته کسب شده در اين مرکز و بهينه سازي  

 ترکيبــي جهــت PCR در مــورد تــک تــک عوامــل، انجــام 
 عامل در نمونه هاي مجهـول       تشخيص سريع و همزمان  چند     

تـوان در   از اين روش مي. از مزايايي ارزشمند اين روش است     
ــشگاه ــا   آزماي ــوني و ي ــل عف ــشخيص مولکــولي عوام ــاي ت ه
ها و شرايط خاص    هاي سيار تهيه شده جهت بحران      آزمايشگاه

استفاده نمود و همچنين در آزمايشگاه هاي مرجـع تـشخيص           
شخيص همزمـان عوامـل در   تواند کمک بزرگي به ت     عوامل مي 

با توجه به اينکه در جهان تا کنـون چنـين           . يک واکنش نمايد  
روشي براي تشخيص همزمان و سريع سـه عامـل ذکـر شـده      
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فـرد و بـا     هتوان منحصر ب    اين تحقيق را مي    ،توسعه نيافته است  
هـاي   ارزش دانست و قطعا قابل توسعه جهـت سـاخت کيـت      

  . باشد تشخيص مولکولي مي
  

  تشکر و ريتقد
   ي دانشگاه علوم پزشک   يبا تشکراز معاونت محترم پژوهش         

  

قـات  ي از مرکـز تحق    د و همکاران محترم   ياسات و) عج(ه االله   يبق
 کــه بــدون ي طــب رزمــي پژوهــشکده  وي مولکــوليولــوژيب

 ـهـا انجـام ا   به آن يشـا  ي ب يها مساعدت  و يهمکار ق ي ـن تحقي
 ـ ا .نبـود  ريامکان پذ   ي دانـشجو  ان نامـه  ي ـن مقالـه حاصـل پا     ي
  .باشد ي ارشد ميکارشناس
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Background and Objectives: Salmonella typhi, Bacillus anthracis, and Yersinia pestis are potent human 

pathogenic bacteria that cause typhoid fever, anthrax, and plague,respectively.  The classic microbiological 

methods for detection and identification of these agents are laborious and time consuming.Therefore, 

developing an accurate method for rapid detection of these potent human pathogens is important, especially 

due to their potential use as Bioterrorism agents.  We have designed a new rapid molecular detection 

method by using multiplex PCR in a single reaction. 
Materials and Methods: PCR was carried out using specific primers for the virulence factor of S. typhi, hp 

and invA, B. anthracis virulence factors, chr and pa, and Y. pestis toxin, pla. The primer sets were tested for 

cross reactivity with individual DNA strains and mixtures in a multiplex PCR format. For determination of 

sensitivity of the method, we used colony counting and genomic DNA dilution. 
Results: Theresult with standard strains revealed that primers are specific for each strain as they have 

successfully amplified the desire products. The sensitivity analysis showed a 1-10 CFU and 1-10 copies of 

the genomes. In this respect, the accuracy of the result was checked by sequencing of the 1083-bp PCR 

products, except for anthrax, which was determined by enzymatic digestion. 

Conclusion: We have found a rapid, specific, sensitive, and a non-expensive molecular method for 

detection of three potent human pathogens. This finding provide an efficient diagnostic tool to determine 

these bacteria in bioterrorism samples. 
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